Introduction
C�l������l ������ �� ��� �f ��� m��� ��mm�� ������� �� ��� ���l�. T�� ��������� ��� m����l��y ����� �f ��l������l ������ ���� ��������� ���� ��� l��� ������l ������� (1) . I� ����� �f ����l ���������� �f �����m��� ����l�bl� ����y, ��� ���g����� �f �������� ��l������l ������ �� g�����lly ���y ����. T����f���, it is important to identify the tumor specific molecular markers that might influence survival and may serve as potential thera-������ ���g���. T� ����, ��f��������ly, ����� ��� f�� m�l���l�� m��k��� ���� ���� b��� ��l������ �� ��m�������� �l�����l ���l��y.
RGM�, � m�mb�� �f ��� RGM f�m�ly �f m�mb����-b���� �������� ��� ���g���lly ���l���� �� � ������l ���� g������� m�l���l�. I� �� ��������� �� ��� �����l ��b� b�f��� ��� ������-���� �f ������l �����, ���m����g �������l ��ff����������� ��� ���� g������� (2) . A���� f��m ��� ������� �y���m, RGM� �� �l�� ��������� �� � ���� ���g� �f ������� ���l����g �����, l��g, l����, �k��, l��k��y���, k����y, ������ ��� ��� g�� (3, 4) . I� ��� ������� �y���m, RGM� f�������� �� ����l���� ���� f�� ��� ����g����� �f �����l g����� �����g� ��� ��������, ���g���� (5) (6) (7) . I� l��k��y���, RGM� ����b��� l��k��y�� m�g������ by ������� ����l���� ��� ���m�����l����, �����g �� �� ����g����� ����b���� �f l��k��y�� ���m������ (8) . I� ��� g��������������l �����, RGM� �� ��������� �� ��� ���l�f���-���� b���l ��y�� ������l��l ��ll� (4), b�� ��� f������� ��m���� ��k����. R����� ������� ���� ��������� ���� RGM� �� �l�� ����l��� �� BMP ��g��l��g �����g �� � ��-�������� �f BMP (9) . RGM� m������� BMP ��g��l��g ��� �� ����������� ���� type Ⅰ receptors and type Ⅱ receptor, thereby activating the �������ll�l�� SMAD1/5/8 ������� (3, 10 (14) .
RNA isolation and quantitative RT-PCR.
T���l RNA f��m 40 ������� ��� ��j����� ���m�l ��l������l ������� ��� ��������� ����g TRIz�l (I������g��) ��������g �� ��� m���f�������'� ������������. T�� y��l� �f ��� ��������� RNA ��� �����m���� by m�������g ��� ������l ������y �� 260 �m. T���l RNA ��� �������������b�� ����g ��� R�����A��™ F���� S����� �DNA Sy������� k�� (F��m�����) ��������g �� ��� m���f�������'� instructions. PCR amplification and detection of the PCR amplified gene products were performed with the SYBR-G���� PCR m����� m�� (T���g�� B������). R��l-��m� PCR ��� ���f��m�� �� ��� M������y�l�� �� ���l�l�� (E�������f). The reaction cycle consisted of a hot start at 95˚C for 10 min, then 30 cycles of denaturation at 95˚C for 30 sec and extension at 65˚C for 30 sec. Levels of mRNA expression were quantified after normalization with endogenous control GAPDH ����g ��� 2-∆∆CT m����� (15) . T�� ���m�� ��q������ ���� f�� PCR ���� �� f�ll���: GAPDH, 5'-����gg����g�gg��gg����-3', 5'-g��g�gg��ggg��g��g����-3' (������� ��z�, 132 b�); RGM�, 5'-��ggg�g�gg���g�gg�����g-3', 5'-g�g��g�����g�gg�����g�-3' (������� ��z�, 153 b�). E�����m���� ���� ���f��m�� �������-����ly f�� ���� ��m�l� ��� �� l���� 3 ��������l ���l������ ���� ��� f�� ���� ������� ��m�l� ��� ������l�.
Western blot analysis. F�� ������� ����������, ���� ��m�l� ��� ��� ���� ������ �� l�q��� �����g�� ���� � ���-���l�� m����� ��� ����l�. T�� ������ ������ ���� ��������� ����g ly��� buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.25% sodium deoxycholate; 1 mmol/l EDTA; 1 mmol/l phenylmethlsulfonyl fluoride; 1 mmol/l Na 3 VO 4 ��� 1 mm�l/l NaF) and incubated at 4˚C for 30 min, followed by centrifugation at 10,000 x g at 4˚C for 20 min. P������ �������������� ���� ���� m������� ����g ������� ����y k��� (B��-R�� L�b���������). N���, ��� ������� ly����� ���� ����l��� by SDS-PAGE, ��� then transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (GE H��l������ B����������), bl��k�� ���� PBS ���������g 0.2% Tween-20 and 5% non-fat dry milk, and incubated with � ���m��y ����b��y �g����� RGM� (1:1,000) f��m Ab��m. A���b��y b�����g ��� �����l�� by ����b����� ���� �����-������ ����������-���j�g���� ��������y ����b����� ��� �� ECL Pl�� �mm���bl�����g ��������� �y���m (GE H��l������ Biosciences). Signals were quantified using the NIH ImageJ 1.63 S�f�����. I� ��������, �� �l�� ���lyz�� ��� m���yl����� l���l �f ���� C�G ���� �� ��l������l ������ ������� ��� ���m�l �������. M���yl����� l���l� ������ �� ��ff����� C�G �����. I� ���m�l tissues, the lowest methylation level (5.45%) was located at the site 1 in fragment 1, and the highest methylation level (32.13%) ��� l������ �� ���� 9 �� f��gm��� 1. O� ��� ����� ����, �� ��m�� tissues, the lowest methylation level (10.73%) was located at site 1 in fragment 1 and the highest methylation level (71.32%) ��� l������ �� ����� 5 ��� 6 �� f��gm��� 1. C�m����� ���� adjacent normal tissue, dramatic methylation modification was �b������ �� C�G ����� 3, 5 6 ��� 9 �� f��gm��� 1 ��� C�G ����� 1, 2, 3, 12, 13, 14, 15, 16, 20, 25 ��� 26 �� f��gm��� 2; �� significant change in the methylation levels was observed at C�G ����� 6, 17 ��� 27 �� f��gm��� 2 (F�g. 4C).
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Discussion
RGM�, � m�mb�� �f ��� RGM f�m�ly, ��� ���g���lly ������-���� �� � ��ll ���f��� ������� ���� k�y ����l��m����l ��l�� �� ��� ������� �y���m (16) . I� ������l �������, RGM� ��� ����g�� �� b� �� �����l g������� m�l���l� ����� f������� ��� �� ��g�l��� �����l�� �����l ��b� �l�����, ����b�� ������� ���g����� ��� �������l ������ b�������g, ��� ��� f��m����� �f m����� �y������ (17) (18) (19) (20) . B�����g �� ��� �������� ���g����, RGM� ���l� ������ ��� ���������� �f ��� RHOA-ROCK1/���-k����� ���g�l��g ������y �����g� ��� UNC5bB-AGHGEF12/ LARG-PTK2 �������, l�����g �� ��ll���� �f ��� �������l g����� ���� ��� ������� ���g����� ����b����� (21) . I� ��������, RGMa could also lead to HRAS inactivation by influencing ��� HRAS1-PTK2-AKT1 ��g��l��g ������y (6) . R�����ly, RGM� ��� b��� �m�l������ �� ��� BMP ��g��l��g ������y �����g �� � ��-��������� �f BMP (3, 9, 22, 23) . BMP�, m�mb��� �f ��� TGF-β superfamily, were originally identified as mole��l�� ���� ������� b��� ��� �����l�g� f��m����� ��� ��� ��� ���������� �� b� m�l��f��������l �y��k����, �l�y��g �� �m���-tant role in the cancer (24, 25) 
